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Summary 
10 the heart the main supply of energy is the oxidation of long-chain fatty 
acids (FA), which contributes for up t o  60% of the cardiac energy need under 
normal physiological conditions. Besides FA. the heart i s  capable to  use 
substrates such as lactate, pyruvate, ketone bodies and glucose t o  fulfil i t s  
energy req~~irernents. 
During several pathop hysiological states, such as diabetes, the relative 
contributian o f  the substrates the heart can utilize for energy conversion is 
altered. The current paradigm concerning diabetes mellitus, a condition 
characterized primarily by lack of insulin or insulin action, states that during 
diabetes the contribution of FA t o  the total cardiac energy need are 
increased at the expense of glucose utilization. 
The research d,eacribed in this thesis is  based on two separate but 
intertwined paths OF investigarion. The first path is aimed at gaining insight 
in the process of protein acylation, which means the covalent attachment of 
FA derivatives to  intracellular proteins. The second research line of this thesis 
is  t o  elucidate various aspects of FA handling in the diabetic heart, such as 
the extent of FA oxidation and esterification in this organ. The two paths 
converge in inv~estiigaitions of alterations in cardiac FA handling under 
diabetic conditions and the impact thereof on protein acylation~. 
the ipresel~t hesis a multitude of approaches i s  used which may not 
only Yead t o  new insights in the role of protein acylation in the diabetic heart 
but also to  knowledge challenging t h e  current paradigm cancerlning cardiac 
FA utilization in diabetic conditions. 
Chrspter r contains the introduction to the thesis. The role of  FA in 
maintaining energy h~omeostasis i s  briefly discussed, with special reference 
t o  other rolles of FA besides serving as ene~rgy substrate. This includes the 
transport o f  FA in combination with the various sites of action to  which FA 
can be channelled. Furthermore, attention ils paid t o  the incorporation of  FA 
into various lipid pools such as phospholipids (PL) and triacylglycerolr (TC), as 
well as the covalent attachment of FA derivatives t o  proteins Finally, the 
research aims rsf th i s  thesis are described in this chapter. 
Chapter 2 gives an extensive overview in the critical steps concerning t he  
handling and utilization of blood-borne FA up until the entering into 
mitochondria where the FA i s  oxidized for the formation of ATP. In addition, 
t o  gain more insight in the role of protein acylation, the two forms of protein 
acylatian are described in detail. The processes underlying S-acylation and 
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myristoyjation a d the consequences of these modifications alre discussed- It 
illustrates the potentiaj role of protein acylatian as a lmean to  influence, for 
Enstance, signal transduction pathways and enzyme adivi9. 
In chapter3 the use of capillary gas chromatography in cardiac  search 
is described. This method is  a sensitive and reliabie analjdical technique 
which can provide information on the totall amount of FA and the relative 
f a t t y  acyl composition af FA and the estcsified lipid pools, JC and PL, in 
cardiac tiss~ue and blood plasma. It was found that in bliood plasma of 
diabetic rats both tlotal amounts of FA and PL are doubled, while the TG 
content was 5.4 fold increased. The total quantities of FA, TCi and PL showed 
a different pattern in cardiac tissue, with a 4.8 fold increase of FA, a 2 fold 
increase oPTG, while the IPL pool remained stable. Furtherm~ore, this chapter 
revealed significant differences in lipid profiles in ca~rdiac tissue as well as 
blood pla~sma between control a~nd diabetic rats, supporting earlier 
observations that in additioln to  carbohydrate handling, lipid rmetabollisrn is  
also affected during diabetes. 
In chapter 4 the development of a model system is described which was 
used to study the features of S-acylation and myristoylation in more detail. 
For th~is purpose the H9c2 cell line, originating from embryonic ra~t heart 
tissue, was used. The distribution and the incorporation of radioa~ctive 
labelled palmitate and myristate into the various ilntracelluUar (pools, such as 
lipids and proteins, were monitored. The outcome of this study showed that 
miore than 99% of the labelled FA talken up by the cell was present in the 
combined1 lipid pools, while 0.3 percent of less became covalen~tly attached to 
proteins. Pn addition, the effect of increased awailability of FA on the amount 
of acylated proteins as well as the pattern of covalently modified proteins 
was investigated. It was obslelrved that the rate o f  protein aeylation increased 
when the amount of extracellular FA was enhanced. Applying 
autoraldiographly to visualize radioactively Aa~belled proteins demonstrated 
that the increased amount of exogenous palmitate commonly led t o  a 
decreased visibility of mast protein bands, with the most striking exception 
of a 22 k ~ a  protein band of a yet unknown protein. Furthermore, two known 
inhibitors of protein acyllation, cerulenin and Ounicamycin, were used to  
explore whether this protein modification could be inhibited in the preselnt 
experimental setting. Both cerulenin and tunicamycin were able t o  inhibit 
protein ac~iat ion in the H9c2 cells and the mechanism achieving this i s  most 
Ililkely dlifferent between the two inhibitors. 
Chapter 5 indicates that capillalry gas chromatography can also be used 
t o  determine the absolute amount and the relative composition of the fatty 
alc~l chains which are cova~lently bowlnd t o  proteins in cardiac tissue derived 
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from control and diabetic rats. This study showed that there are major 
differet3ces between S-acylation and myristoylation in response to  diabetes, 
Although the substrate required for both processes, i.e. FA, is increased, only 
the anlorunt of 5-aqhfied prdeilns was significantly enhanced while the 
amount of myristoylated proteins iernained equal to  that in control cardiac 
tissue. Furthermore, this chapter illustrates that ketone bodies, a substrate 
which can be oxildized by the heart and the plaslma concentration of which i s  
increased under diabetic circumstances, are capable t o  signidicantYr televate 
5-acylation of proteins irn cardiac myocy-kes derived from diabetic rats. This 
suggests that the presence of ketone bodies in the diabeti~c animal is a 
possible explanation for the significantly increased amount of 5-acylated 
proteins in diabetic cardiac tissue. 
In chapter 6 the effect o f  ketone bodies on several aspects of cardiac fatty 
acid handling was investigated, To this end, isolated cardiac myocy-tes 
derived from control and diabetic rats were used in a variety of experimental 
conditions mimicking as much as possible the in situ circumstances in 
control and diabetic animals. It was shown that the ketone bodies, 
acetoacetate (AcAc) and 3-p-hydroxybutyrate (3HB), were not able to 
influence initial uptake rate either in controP or diabetic casdiornyoctes. 
However, experiments studying FA oxidation showed that AlcAc significantly 
i1nhi1bited FA oxidation in both control and diabetic cardiomyocytes, whereals 
3HB did not exert any influence on FA oxidation. In addition, diabetic 
cardiomyocytes incubated under diabetic conditions showed that exposure 
t o  AcAc was responsible folr an inlcrease in urnmetabolized FA inside the cells. 
Taken together, these findings indicate that ketone bodies are playing an 
important role in compromising cardiac FA handling under diabetic 
condi~tions. 
Chapter 7 deals with an explorative study which concerns the rnetabolri~r 
and gelneti~c changes occurring in the heart of a diabetic rat. A t  tlhe metabolic 
level, allterations in substrate and co-factor content were measured. An 
increase in both blood plasma as well as cardiac tissue of almost all 
substrates was observed, while a t  the intracelllular co-factor level the Free 
carnitine, total carnitine as well as the free Co6 pool showed a significalnt 
dec[il.ie. Furthermore, th~e activity of enzymes playing a key role in cardiac 
energy conversion ryas determined, with as most striking results a declline in 
the pyruvate dehydrogenase adilvity which is  most likely a consequence of 
the enhanced adivity of pyruvate dehydrogenase kinase. At  the genetic level, 
mRNb of proteins and enzymes involved in cardiac gllucose and FA utilizatilon 
was determined, with special attention to  ~ n c o ~ p l i n g  protein 3. A &fold 
increase in ~ R N A  content of U C P ~  associated with a 16-fold increase of this 
membler of t h e  uncoupling protein family a t  the protein level was observed. 
In addition, the effect of  kletone bodies on the rrrRlNA levels on a number of 
metabolic genes was examined. Finally, the effect loif FA and/or ketone 
bodies, either AcAc or 3HB, an the activity of carnitine pallmitoyll- 
trarrsferase 1 (CPT1) was measured with the Lase of  transfected neonatal 
cardiomyocfies. It was found that 3HB was able to  supp resqmmte r  
activity of CPTZ in contrast to AcAc, thereby elucidating another level of  
regulation anId complexity of cardiac gene expression. Taken together, this 
chapter illustrates that the heart adlapts in a multiple fashion to  the altelred 
circumstances to  which it i s  exposed during diabetes mellitus. 
Th~e final c~hapter of Xh~is thesis, chapter 8, disclusses the major findings 
and gives suggestions for future research. The impact of the disturbed FA 
handling on a variety of  featu~res, such as s~ignal transduction and 
l~iplotoxicity, as seen in diabetes are discussed. The present findings sulggest 
that rneaswlres airrring to  stimlulate cardiac FA oxidation rather tha~n to  
inhibit cardiac FA uti~liza~tion should be co~rrsidered as novel therapeutile 
intiewantions to mitigate the lipotoxlic effects of FA accum~ulation in the 
diabetic beak 
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Samenvatting 
De voornaamste bron van energie in  het hart is de oxidatie van lang-ketenige 
vetzuren, welke onder fysiologische omstandigheden voor ongeveer 60% 
bijdragen aan de energik behoefte wan het hart. 0m in  de energie behoefte 
" t e  voorzien is het hart, naast vetzuren, ook in staat om andere substraten. 
~ 0 a l s  laldaat, pyruvaat, ketonlichamen en glucose t e  oxideren. 
Versh i l~ende pathofysiologische omstandigheden, zoals diabetes, 
~ e r ~ o r z a k e n  een verschuiving in  de relatieve bijdrage van de diverse 
substraten aan de energie omzett ing in het had. Het huidige paradigma stelt 
dat gedurende diabetes rnel'litus, een ziektebeeld dat gekarakteriseerd wordt  
door een gebrek aan insuline o f  de werking van insuline, de bijdrage van 
vetzuren aan de totale energie behoef  e van het har t  i s  verhoogd ten koste 
wan glucose. 
Het onderzoek dat beschreven wordt in dit proefschrift i s  gebaseerd lap 
twee  versehiillende maar in elkaar verweven oinderzoekslijnen. Wet eerste 
deel wan het proefschrift i s  gericht op het verkrîjgen van inzicht in  het proces 
van eiwit-acylerinug, een proces dat gekenmerkt wordt  door een covalent~e 
binding van vetzuurderivaten aan intracellulaire eiwitten. Het tweede deel 
van d i t  proefschrift belicht de verschillende aspecten van vetz~u~rgebruilk, 
onder andere vetzuuroxidatie en -esterificatie i n  het diabete hart. Eei~de 
aspecten worden verenigd in  onderzoek naar de veranderingen in 
vetzuurgebruik en de impact daarvan op het eiwilt acylerinigsprocec onder 
diabete omstandigheden. 
In d i t  proefschrift zijn diverse benaderingen gebruikt die niet alleen t o t  
nieuwe inrichten leiden in de magelijke betekenis van ei~wik-acylering in  het  
diabete hart, maar ook vraagtekens pla~atsen bij het huidige paradigma 
betreffende het vetzuurgebruik in  het diabete hart. 
Woofd5twk 1 bevat de inleiding van dit proefschrift. De rol van vetzuren in  
het  handhaven van de llipidenhoimeostase wordt  kort besproken, met 
speciale aandacht voor andere aspecten van vetzuren dan a~lleen het dienen 
als energie-leverend substraat. Dit betreft het transpor"e van vetzuren iln 
Cambinatie met  de plaatsen waar vetzuren hun biologische 
werking kunnen uitoefenen. Verder i s  aandacht besteed aan de inbouw van 
vetzuren i n  diverje intracellulaiire lipiden zoals fosfolipiden (PL]l en 
triacylglycerolen (TC), alsmede de covalente binding valn vetzuurderivaten 
aan eiwiHen. ~ o t  slot wordt in  d i t  hoofdstuk het onderzoeksdoel van dit 
proefschrift besproken. 
Hoofdstuk 2 geieft een uitgebreid overzicht van belangrijke stappen in het 
gebruik van vetzuren die afkomstig zijn u i t  bloeldplasma to t  en met  de 
opname in mitochondria waar vetzuren geoxideerd wordlen voor de vorming 
van ATR. Om meer inzicht te verkrijgen in de rol van eiwit-acylering worden 
de twee versch~illend~e vormen wan acylerlng in detail besproken. De 
processen die den grondcllag liggen aan S-acylering en myristoiyllering en de 
conseqw~enties wan deze eiwitmodificatie worden toegelicht. Dit dient ter 
illustratie van dle potentiele rol van eiwit-aqlering als middel om 
bijvoorbeeld signaaItransductie-ketens te  beïnvloeden. 
In hoofdrituk 3 wordt beschreven hoe mlet behulp van capilllaire gas 
chromatografie vetzuren bepaald kunnen worden. Dit is een gevoelige en 
betrouwblalre analytische methodie die infolrmatie kan verschaffen over de 
totale hoeveelheid vetzluren en de relatieve rarnenstellin~g wan vetzureIn en 
veresterde lipiden, TC en PL, in hartweefsel en in blloedplaslma. In 
bloedplasma van diabete ratten is  gevondeln dat de totale hoeveelheid van 
vetzuren en P 1  verdubibeld is, terwijl de h~oeveelheid TG ongeveer 5 maal 
verhoogd is. De totale hoeveelheden van vetzuren, TG en PL in  halPt weefsel 
laten een versch~illend patroon zien: een 4.8-valuldige verhoging van vetzuren, 
een 2.0-voudige verhoging van TC, terwijl de hoeveelheid fosfolipiden niet 
veranderde. Tevens laat dit hoofdstuk significante verschillem in de vetzuur 
profielen zien in hartweefsel alsmede bloedplasma tussen controle en 
diabete ratten. Dit reswlltaat ondersteunt eerdiere bevindingen dat naast het 
koolBiydraatmetabolisme, ook het vetzuurrn~etabolixrne is  aangedaan onder 
dia bete omstandigheden. 
In hoofdstuk 4 wordt de ontwiklkeling van een madelsysteem bleschreven 
dat gebrulikt is om de eigenschappen wan S-acylering en myristoylering in 
detail te bestuderen, Voor dit doel is  de H9cS cellijn gebruikt, welke 
afkomstig i s  van embryonaal rattenhartweefsel. De distributie en de 
uliteindelijke inbouw van radioactief gelabeld palmitine zuur en myristine 
zuur in  de verschillende weefsel fracties, zoals lipid~en en eiwiltteln, zijn 
bepaalid. De resultaten van deze studile laten zien dat meer dan 99% van de 
h~oeveelheid opgenomen radliloactlìef gemelrkte vetzuren aanlwezig zijn in de 
verschillende lipiden Fracties, terwijl 0.3% olf minder covalent gebonden 
worden a~an eiwitten. Tevens werd het effect van lhet verhogen van de 
beschikbare hoeweel"iei vetzu~wr op de hoeveelheid geacyleerde eiwitten als 
oolk het patroon van de rowa~len"C-gernodificeerde eiwitten onderscsrht. Het 
blleek dat de snellheial van eiwit-acylelring toegenomen i s  bij een verhoogd 
extracellulair vetzuuraanbodl. De toepassing wan alutoradiografie om de 
radioactief gemerkte eiwitten zichtbaar t e  maken toondle aan dat een 
verhoging wan het vetzuur aanbod leidt t o t  een afname van de meerderheid 
van de zichtbare eiwit-banden. Een uitzondering hierop va tm t  een 22  kDa 
band van een t o t  nu toe onbekend eiwit. Tevens werden twee inhibitoren 
van eiwit-acylering, nameliik cerulenine en  tunicarnycine, toegepast in dit 
experimentele model. Zowel cerulenine als tunicamycine waren in staat om 
~ iw i t acy le r i ng  t o t  op zeker hoogte t e  remmen in de H9c2 cellijn. Tevens 
bleek dat het  mechanisme waarmee eiwit-acylering geremd werd 
werschillend was tussen deze twee inhibitoren. 
5 iaat zien dat capillaire gaschromatografie ook gebruikt kan 
worden om de absolute hoeveelheid en de relatieve samenstelling van de 
vetzu urketens die covalent gebonden zijn aan eiwit ten t e  bepalen. Dere 
studie toonde aan dat er grote verschillen bestaan tussen S-acylering en 
my r i s t q i e r i ng  Van eiwi'tten tussen diabete en  colntrole harten. Ondanks het 
f e i t  dat het substraat dat voor beide processen nodig is onder diabetui 
omstandigheden i s  verhoogd, is alleen de hoeveelheid S-geacyleerde 
e iwi t ten significant toegenomen, terwi j l  de hoeveelheid gemyrist~oyleerde 
e iwi t ten niet  toeneemt. Verder l a a t d i t  h6~07dstuk zien dak ketaini-lichamen, 
een substraat dat verhoolgd i n  blloedplarrna aanwezig is en gecrxideerd kan 
worden door de hartspier, in staat zijn o m  de mate van S-acyleaing van 
e iwi t ten significant t e  doen toenemen in hartspiercellen verkregen u i t  
diiabete ratten. Di t  suggereert dat de toegenomen aanwezigheid van keton- 
l ichamen i n  het diabete dier een mogelijke verklaring is voor de significalnt 
verhloogde aanwezigheid van S-geacyleerde eiwitten in diabeet hart  weefsel. 
In hoogcdsituk 6 is de rob wan ketan-lichamen o p  diverse aspecten van 
vetsuurge'bruik onderzoéht. Hiervoor zijn ge'isoleerde cardiornyocflen van 
colntrole en diabete ratten geïncubeerd onder experimentele condities die de 
Sn situ situatie zoveel mogelijk nabootsten. l-iierwit bleek dat de keton- 
lichamen, acetoacetaat [AcAc) en 3-\a-hydroxybutyraat (~HB) ,  niet  in staat 
waren o m  de InitiElle opname van vetzlureln in  contrrale en diabete 
cardiomyocfien t e  beïnvloeden. Experimenten me t  betrekking tot  
wetzuuroxidatie laten echter zien dat  AcAc i n  staat i s  o m  de vetzuuroxidatie 
significant t e  remmen in  controle alIrmede diabete hartspiercellen. terwi j l  
~ H B  hiedoe niet  in staat bleek t e  zijn. Daarbij komt  dat diabcte 
hartspiercellen ge'in'cubeerd onder diabete omstandigheden lieten zien dat 
blootstelling alan AcAc verantwoordelijk is voor een toename van niet 
omgezet vetzuur in de cellen. Samenvattend, deze bevindingen tonen aan 
d a t  ketan-lichamen een 'bielangrijke rot spelen in  de veranderde 
vetzuurhuishouding i n  h e l  hart onder diabete omstandigheden. 
Hoofdstuk 7 beschrijf3 een verkennende studie betreffende de metabole 
en genetische veranderingen die optreden in het  hart  van de diabete rat. Op 
he t  metabole niveau zijn de veranderingen in de hoeveelheden substraat en 
co-factoren gemeten. In zowel bloedplasma als hartweefsel waren bijna alie 
niveau's verhoogd, terwijl het intracellulaire cofador gehalte van 
vrij sarnitine, tataal caanitine en de vrij CoA een significante afname liet zien. 
Bovendien werd de activiteit bepaald van enzymen die een sUleutelroY spelen 
bij de energieomzetting in het hart, met als meest opvallleriide reslultalat een 
afname in de pyruvaat dehydrogenase activiteit, waa~rschijnlijk als gevolg 
van de toegenomen a~ctiviteit van het pyruvaat dehydrogerniase kinase. Op 
genetisch niveau werden de hoeveelheden mRNA bepaald wan eiwitten en 
enzymerr die betrokken zijn blij glucose- en vetzuurgebruik in het hart, met 
speciale aandacht voor unôoupli~ng protein 3. Een 4-vaudige toename in het 
mRNA gehalte wan d i t  eiwit ging gepaard met een 16-voudige toenlame op 
eiwitniveau. Voorts wlerd het effect van keton-lichamen op de hoeveelh~eden 
mRNA van een aantal metabole genen bestudeerd. Tenslotte werd de 
iinvlaed van vetzuren en/of keton-lichamen (hetzij AcAc of  3HB) op de 
activiteit van cairnitine palmitoyl-transfeirase i (CPJ1) gemeten door gebruik 
t e  maken vain getransfecteerdle neonatalle cardiomyocyken. In tegenstelling 
to t  AcAc bleek 3HB wei in staat om de CPT1 promoteractiviteit tle 
onderdriu~kkern, hetgeen de complexiteit van de regulatie van de expressie 
wan metabole genen in het hart ,benadrukt. Samengevat illustreert dit 
hoofdstuk dat de hartspier zich op velerlei manieren aanpast aan de 
gewijzigde omstandigheden zoals die zich voordoen bij diabetes mellitus. 
i~n het laatste hoofdstuk van d i t  proefschrift, hoofdstuk 8, woIrden de 
belalngrijkste bevindingen bediscussieerd en sluggasties aangereikt voor 
toekomstig on~dersoek. De rnogeljke consequenties van het werstoolrde 
wetzuurgebruik in het diabete hart voor processen zoals signaa~ltransductie 
en lipotoxiciteit, zoals aangetroffen bij diabetes, worden besproken. De 
kruidige bewlndiingen suggelreren dat ingrijpen met als doel het stimuleren 
wan de vetzuu~roxida~tie in het hart in plaats van het remmen ervan 
beschouwd dient t e  worden als een poten~tiële therapeutische interventie 
om de lipotoxische effecten van vetzuurophoping in het diabete hart t e  
vermindereln. 
